根据2016年公布的数据，在各种类型的癌症中，肺癌的发病率和死亡率均居于前列^\[[@b1]\]^。近30年来，肺癌5年生存率虽逐步上升，但仍然低于30%，其严峻形势不容乐观。癌症干细胞（cancer stem cell, CSC）理论认为恶性肿瘤发生可能是具有自我更新及分化能力的干细胞导致^\[[@b2],\ [@b3]\]^。在肺癌的发生发展过程中，肺癌干细胞可能扮演了重要的角色，在肿瘤的复发、转移、抗化疗药物等方面发挥作用^\[[@b4]-[@b8]\]^。本文就以肺癌干细胞（lung cancer stem cell, LCSC）为靶点的治疗策略的研究进展进行综述。

1. 肺癌干细胞标志物 {#s1}
===================

目前对于肺癌干细胞的标志物的认定尚无明确标准，但是存在一些在肺癌干细胞中广泛表达的细胞表面蛋白或酶等被广泛认可为阳性标志物，如CD133、CD166以及ALDH等^\[[@b7]-[@b9]\]^；此外，CD24、CD45等标志物在肺癌干细胞中呈阴性或低表达^\[[@b10]\]^，被认为是阴性标志物，无法作为靶点。

1.1. CD133 {#s1-1}
----------

CD133也称人Prominin-1，是一种5次跨膜的糖蛋白，由865个氨基酸残基组成，分子量约97 kDa^\[[@b11]\]^。CD133在肝癌、脑胶质瘤、结肠癌中都被证实为癌症干细胞标志物^\[[@b8]\]^，且其阳性表达与LCSC关系密切。Tirino等^\[[@b12]\]^对非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）样本的细胞进行体外培养分析，并将培养结果与临床标本比对，研究发现CD133阳性细胞比例显著增加，提示其增殖能力强于其他细胞。Hilbe等研究^\[[@b13]\]^显示，NSCLC临床样本中CD133阳性细胞的增加与肿瘤组织血管生成具有相关性。Eramo等研究^\[[@b14]\]^结果显示，CD133阳性细胞注入SCID小鼠皮下增殖分化产生与原肿瘤表型相同的肿瘤，且CD133与Ep-CAM的共表达可能与肿瘤的血管内皮发生有关。

1.2. ALDH {#s1-2}
---------

ALDH（aldehyde dehydrogenases），即乙醛脱氢酶，负责催化乙醛等物质的氧化脱氢等重要反应，ALDH对视黄醛氧化具有极高效的催化作用，这对组织细胞的分化调控具有重要作用^\[[@b15]\]^。ALDH在白血病、肝癌、胰腺癌、乳腺癌、结肠癌等的癌症干细胞中都异常活跃^\[[@b8]\]^，可作为不良预后的指标^\[[@b16]\]^。Moreb等通过对不同肺癌细胞系进行流式细胞术分析，发现ALDH1A1和ALDH3A1两种亚型在某些NSCLC细胞系中高表达^\[[@b17],\ [@b18]\]^。Ucar等^\[[@b19]\]^通过对H522肺癌细胞系ALDH表达程度不同的细胞分类研究，发现高表达ALDH的一类细胞呈现出类似干细胞的特征：增殖较缓慢，可产生具形态学差异的不同集落，在NOD/SCID（非肥胖糖尿病/重症联合免疫缺陷）小鼠中的初代移植瘤生长缓慢等。而直接从NSCLC标本中分离的ALDH1阳性细胞，在体外实验与体内实验中均呈现出一系列癌症干细胞特征^\[[@b20]\]^。

1.3. ABCG2 {#s1-3}
----------

ABCG2是隶属于ABC蛋白家族的膜转运蛋白，在正常组织广泛分布，干细胞中高表达，与肿瘤细胞多重耐药具有相关性^\[[@b21],\ [@b22]\]^。ABCG2在结肠癌、肝癌、肺癌等肿瘤中均可作为CSC标志物^\[[@b21]-[@b23]\]^。Ho等^\[[@b24]\]^从H460、H23、HTB-58、A549、H441、H2170六种肺癌细胞系中分离出的侧群细胞（side population, SP）均高表达ABCG2，因而ABCG2被认为是SP的表型；同时该研究证实SP在NOD/SCID小鼠中具有比非SP更强的致瘤作用，SP中端粒酶逆转录酶高表达，提示肺癌的侧群细胞具有干细胞的特性。Sung等^\[[@b25]\]^将从A549肺癌细胞系中分离的SP用ABCG2的选择性抑制剂烟曲霉毒素处理后，SP全部消失；利用基因芯片技术对SP的ABCG2的mRNA表达进行测定，也显示出高表达的结果。

1.4. CD44 {#s1-4}
---------

CD44是一种跨膜糖蛋白，作为信号受体发挥介导细胞粘附、迁徙等多种功能，有研究表明其在结直肠癌中可作为CSC标志物^\[[@b8]\]^。Liu等^\[[@b26]\]^研究发现，CD44阳性肺癌细胞中Nanog基因高表达，而Nanog基因则在干细胞获得多潜能的过程中发挥极为重要的作用^\[[@b27]\]^。作为一种重要的信号受体，CD44可介导肿瘤的增殖，如作为表皮生长因子受体或ErbB家族其他受体酪氨酸激酶的共受体，间接激活细胞增殖^\[[@b8]\]^。Leung等^\[[@b28]\]^研究证实了CD44阳性NSCLC细胞在裸鼠体内分化的能力，且新分离的CD44阳性细胞比阴性细胞对顺铂治疗有着更强的抗性。

1.5. 其他 {#s1-5}
---------

除上述几种认可度较高的标志物外，一些研究证实，CD166也在LCSC中表达较为活跃。CD166属于细胞粘附分子免疫球蛋白超家族（Ig-CAM），介导细胞间的粘附等功能，与白细胞渗出有密切关系；Zhang等^\[[@b29]\]^从肺部肿瘤中分选出肿瘤起始细胞（tumor-initiating cell, TIC）亚群，小鼠体内实验结果显示CD166阳性的细胞具有比CD166阴性细胞更强的致瘤能力。

需要特别指出的是，LCSC往往存在多种标志物共表达的情况，有学者认为单个的标志物不足以作为LCSC的证据，需要多重标志物对LCSC进行定义^\[[@b8]\]^。

2. 肺癌干细胞的调控信号通路 {#s2}
===========================

尽管积累了较多肿瘤细胞调控信号通路相关基因的变异的资料，但目前肺癌的肿瘤异质性以及耐药性的具体产生机制仍不十分清楚^\[[@b9]\]^。随着对以下几种信号通路与肿瘤发生、肿瘤耐药之间相关性的研究逐步深入，有理由相信，与胚胎发育或分裂分化相关的信号通路的异常激活和肿瘤的发生及恶性转移有较强联系^\[[@b8]\]^。

2.1. Notch通路 {#s2-1}
--------------

人类共有四种Notch受体，Notch信号通路在胚胎发育调控及其他多种生物功能中发挥重要作用，其变异对于CSC的产生和维持可能有着重要的促进作用。Westhoff等^\[[@b30]\]^发现，在NSCLC中，约1/3的样本存在着Notch通路的变异，并确定两种变异类型：Numb表达的缺失和Notch-1功能获得性突变。上皮-间充质转化（epithelial-mesenchymal transition, EMT）可使癌细胞获得干细胞样特性和耐药性等，Notch通路与多种转录因子间的交流可加强上皮-间充质转化的过程，促使NSCLC获得更高的运动性、侵袭力及代谢活力^\[[@b31]\]^。Hassan等^\[[@b32]\]^研究发现，Notch活性高的肺腺癌细胞能在无血清培养基中形成更多的肿瘤球并可分化出Notch低活性的细胞群体，其中高活性的细胞对化疗有抗性且在NOD/SCID小鼠移植试验中表现致瘤性；在使用了Notch通路阻断剂（γ-分泌酶抑制剂，GSI）后，Notch通路下游信号表达减弱，移植瘤无法在NOD/SCID小鼠中再植，形成新的移植瘤；其研究结果表明，高Notch活性与致瘤性和肿瘤耐药性等有关，其抑制剂有潜在的治疗价值。

2.2. Hedgehog通路 {#s2-2}
-----------------

Hedgehog通路在胚胎发育中起到重要作用，在成体组织的修复与再生中处于中心地位。Hedgehog通路的调节异常与脑部、皮肤、胃肠道及胰腺的癌症均有联系^\[[@b33]\]^。Hedgehog通路涉及三种配体：Dhh、Shh、Ihh；两类转录因子：Ci、Gli；正常情况下，该通路由Gli1介导的正反馈环和PTCH1，PTCH2，HHIP1介导的负反馈环调控维持稳定，其失调则可能导致癌变^\[[@b34]\]^。Watkins等^\[[@b35]\]^发现Shh和Gli1在肺的气道上皮损伤修复中高度活跃，7种SCLC和7种NSCLC细胞系均表达Shh；对癌症组织的Shh和Gli1检测数据显示，SCLC的组织样本中50%共表达Shh和Gli1，NSCLC则仅10%共表达Shh和Gli1。也有其他研究在40例SCLC样本中检出Gli表达高达85%^\[[@b33]\]^。Katoh等^\[[@b34]\]^发现Hedgehog通路可与下述的Wnt通路共同诱导CD133和CD44等干细胞标志物，促进上皮-间充质转换。

2.3. Wnt通路 {#s2-3}
------------

Wnt通路在多种器官系统的形态发生过程中都扮演了重要角色，参与了多种组织的损伤后再生过程。Wnt通路与组织的癌变也有相关性，在结直肠癌，黑色素瘤等中都存在Wnt异常激活^\[[@b36]\]^。Wnt配体是一类分泌蛋白，其家族中与人类肺癌相关的主要有Wnt1、Wnt2、Wnt7a、Wnt5a^\[[@b36]\]^；Wnt通路可分为β-连环蛋白依赖的经典Wnt通路和β-连环蛋白非依赖的非经典Wnt通路；值得一提的是，根据肺癌类型的不同，非经典通路的异常激活可能是肿瘤抑制因素或肿瘤诱发因素^\[[@b37]\]^，这与Wnt的激活在其他肿瘤的发生中的特点不同。He等^\[[@b38]\]^用阻断Wnt1和Wnt2信号通路的siRNA或单克隆抗体，都成功诱导了NSCLC细胞的凋亡。Yang等^\[[@b37]\]^发现在肺腺癌A549细胞系和顺铂耐药的A549/DDP细胞系中，Wnt5a都能通过其介导的非经典Wnt通路增加ALDH阳性LCSC的干细胞性，实验也证实了Wnt5a/PKC通路与NSCLC的顺铂耐药有关。

2.4. 其他通路 {#s2-4}
-------------

另有一些研究^\[[@b4]-[@b7]\]^显示，除上述几种通路外，EGFR-Notch通路、STAT3通路、JNK通路和PI3K通路等与肺癌的预后不良有关，且伴随一些CSC标志物的表达，提示其在LCSC产生与维持过程中的作用。此外，Oct4，Sox2和Nanog这三种胚胎干细胞自我更新的核心转录因子，都被认为与LCSC自我更新过程有密切关系^\[[@b7]\]^。

3. 与LCSC相关的治疗策略 {#s3}
=======================

3.1. 针对LCSC标记物的靶向治疗策略 {#s3-1}
---------------------------------

Hu等^\[[@b39]\]^研究发现，麦角黄酮酸D（SAD）可以抑制侧群细胞的肿瘤球形成能力，而其具体机制，则是激活钙蛋白酶1来缩短ABCG2的半衰期，使得ABCG2表达下调，且侧群细胞比例也减少。Niu等^\[[@b40]\]^用低分子量肝素（low molecular weight heparin, LMWH）处理顺铂耐药的A549侧群细胞，发现LMWH对侧群细胞的增殖和凋亡过程无显著影响，但是LMWH极大地降低了侧群细胞的集落形成能力和ABCG2的表达，进一步研究显示，LMWH是通过诱导蛋白酶体介导的ABCG2的降解实现的上述对SP细胞的影响，LMWH与顺铂治疗的结合可有效控制肿瘤的耐药性。To等^\[[@b41]\]^发现，对于高热疗法带来的ABCG2表达上调与耐药性上升，培利替尼（pelitinib）可作为ABCG2的竞争性抑制剂，显著抑制ABCG2介导的药物外排导致的耐药性。Yeh等^\[[@b42]\]^用三氟拉嗪（trifluoperazine）处理LCSC，降低了LCSC的肿瘤球形成能力，下调了CD44和CD133的表达，且三氟拉嗪与吉非替尼（gefitinib）或顺铂结合使用，可有效控制LCSC耐药性。根据ALDH1阳性的LCSC对顺铂治疗有耐药性这一现象，MacDonagh等^\[[@b43]\]^用DEAB和双硫仑两种物质靶向ALDH1，恢复了此类细胞亚群对顺铂药物治疗的敏感性。此外，近年出现了一些利用纳米给药新方法的靶向治疗思路，如Huang等^\[[@b44]\]^将吉非替尼（gefitinib）装载到带有CD133特异性寡核苷酸适配子的纳米胶束上，可将药物靶向输送到CD133阳性LCSC部位，体外实验中显著降低了CD133阳性细胞在肿瘤细胞中的比例，且药物抑制肿瘤球形成。

3.2. 针对LCSC信号通路的靶向治疗策略 {#s3-2}
-----------------------------------

Liu等^\[[@b45]\]^从A549细胞系中分离出CD133阳性的LCSC，用γ分泌酶抑制剂DAPT（GSI-Ⅸ）阻断Notch通路，与顺铂治疗相结合，发现GSI显著增强了顺铂的疗效；Ma等^\[[@b46]\]^在H520细胞系中用GSI阻断Notch3观察到类似的效果，且Ma等用特异的siRNA抑制了Notch3通路后，A549和H520的克隆产生能力和肿瘤球形成能力都明显降低。

Katoh等^\[[@b34]\]^的研究指出，针对Hedgehog通路的癌症治疗策略，Hedgehog通路抑制剂应与RTK通路抑制剂和GPCR通路调节剂联合使用，因为后两者与Hedgehog的激活与抑制密切相关。Zhu等^\[[@b47]\]^发现姜黄素（Curcumin）可同时抑制Wnt通路及Shh介导的Hedgehog通路的激活，在体外实验中抑制肿瘤球形成，降低CSC的标志物的表达，诱导CSC的凋亡。Ahmad等^\[[@b48]\]^证实Hedgehog通路与NSCLC的上皮-间充质转化（EMT）过程和埃罗替尼、顺铂耐药性有关；研究还表明，针对Hedgehog通路的特异siRNA和该通路的拮抗剂GDC-0449都诱导了CSC标志物的下调，并使得EMT细胞恢复对药物的敏感性；另一项研究^\[[@b49]\]^中将Hedgehog拮抗剂SANT-1与吉非替尼（gefitinib）共同使用，也明显抑制了对EGFR-TKI耐药的NSCLC细胞致瘤性。

Yang等^\[[@b37]\]^对Wnt5a/Ca^2+^/PKC通路加入PKC抑制剂GF109203X后，观察到顺铂耐药的肺癌A549/DDP细胞系凋亡数目增加，显示了其对化疗抵抗的NSCLC患者的治疗价值。Zhang等^\[[@b50]\]^从SPC-A1和PC9细胞系中分离得到LCSC后，用Pyrvinium Pamoate（PP）与其他三种Wnt通路的抑制剂（沙利霉素，ICG-001和水飞蓟宾）作为对照进行肿瘤细胞存活试验，发现PP可选择性地抑制LCSC集落形成，下调多潜能干细胞信号通路的表达水平，其半数最大抑制浓度远低于后三者。You等^\[[@b51]\]^制备了Wnt-2蛋白N末端的单克隆抗体（mAb），并证实其可诱导高表达Wnt-2的NSCLC细胞系凋亡，对缺乏Wnt-2表达的正常气道组织细胞则不诱导凋亡；同时，靶向*Wnt*-2基因转录的mRNA的siRNA也成功诱导了NSCLC细胞系的凋亡；研究还发现，在mAb和siRNA诱导的NSCLC中均观察到了生存素蛋白表达下调，提示该蛋白在Wnt通路中的重要性，或可作为治疗靶点。

3.3. 抑制上皮-间充质转化 {#s3-3}
------------------------

EMT对于癌细胞的迁徙与入侵有着重要的作用，LCSC的一些异常信号通路会促进肺癌的EMT过程激活^\[[@b31],\ [@b34]\]^，因此抑制EMT通路的激活也是一种潜在的治疗策略。Met通路对EMT有促进作用，PHA-665752和PF-2341066（克唑替尼，crizotinib）可阻断Met的磷酸化过程，逆转SCLC的耐药性；对H69M细胞系，体外实验分别用依托泊苷（Etoposide），克唑替尼以及两者联合进行治疗，结果表明两者联合对Met的抑制作用更强，小鼠体内实验亦证实两者联合对肿瘤生长的抑制效果比各自单独使用更为明显，提示克唑替尼恢复了已产生耐药性的癌细胞对药物的敏感性^\[[@b52],\ [@b53]\]^。Li等^\[[@b54]\]^设计并合成了一种具有双重特异性的抗体（BsAb-5），靶向CD166阳性的LCSC中的c-MET（细胞-间质上皮转化因子）及CTLA-4（细胞毒T细胞相关蛋白4）双重位点，体外实验显示c-MET-Notch通路被抑制，且BsAb-5使小鼠的移植瘤体积明显缩小。

3.4. 针对LCSC的免疫疗法 {#s3-4}
-----------------------

上述各种针对LCSC的靶向治疗策略均涉及到小分子抑制剂、单克隆抗体和RNA等，事实上近年来针对CSC的疫苗疗法也有一定进展。Lu等^\[[@b55]\]^利用黑素瘤和鳞状细胞癌的CSC裂解产物冲击致敏树突状细胞（DC），这种CSC-DC疫苗能限制小鼠的肿瘤生长，减少肺转移，延长生存期，并证实该冲击过程与CSC-DC启动的B细胞分泌IgG，靶向高表达ALDH的CSC的有关；该疫苗显著减少了原发瘤中的CSC数目，对于传统抗癌治疗后的局部或全身性复发可能有重要的临床价值。此外，目前针对NSCLC和SCLC的各种疫苗大都基于肿瘤相关抗原引起的免疫应答，这些经验将会极大地推动LCSC相关免疫疗法的发展^\[[@b56],\ [@b57]\]^。

4. 结论与展望 {#s4}
=============

肺癌干细胞的研究已经积累了较多的资料，但LCSC的一些生物学特性尚未透彻：不同类型肺癌的CSC的分辨特征的差异，逃避放化疗的具体机制以及其自我更新功能的推动因素等。并且，NSCLC的异质性导致其CSC缺乏具有普遍鉴别作用的特异性标志物，这将对LCSC的概念运用于肺癌治疗造成巨大的障碍。虽然上述一些药物在体外实验和动物实验中显示出非常有效的杀灭或抑制LCSC的作用，但仍需大量的工作去评估其对人体正常细胞的毒害作用，并且需要设法尽量降低其毒副作用才有望在临床上使用。毋庸置疑地是，肿瘤治疗需要多种治疗策略相互配合，对肺癌来说，针对LCSC的策略只是其中一种前景广阔的思路。

[^1]: 赖红锦和林锋为共同第一作者
